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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie

Die geschatzte Zahl der Krebsneuerkrankungen in Deutschland fur das Jahr
2002 betrug laut Robert-Koch-Institut [3] 424.250. Malignome des Kopf-Hals-
Bereichs lagen mit 7.800 bei M&nnern an siebter und mit 2.800 bei Frauen an
funfzehnter Stelle, wobei 85 % der Malignome Plattenepithelkarzinome sind.
Der prozentuale Anteil der Krebssterbefélle bei Malignomen des Kopf-Hals-
Bereichs betrug bei Mannern 3,4 %. Die mittlere relative Uberlebensrate fur finf
Jahre wird mit 46 % bei Mannern und 60 % bei Frauen angegeben [3]. Das
Tumorregister Minchen (TRM), eine Dokumentation der Untersuchungsergeb-
nisse und Therapieverlaufe bei Kopf-Hals-Tumoren von vier HNO-Kliniken und
einer Mund-Kiefer-Gesichtschirurgischen Klinik [30, 80] in einem Zeitraum von
1978 bis 2002 an 7.633 Patienten im Raum Miinchen, zeigte Uberlebensraten
bei T1-Befunden in Abhangigkeit von der Lokalisation von 56-93 % nach funf
Jahren. Der Mittelwert aller Stadien wird mit 29-88 % angegeben [Tab. 1].

overall relativ T1 overall USA rel

5Jahre 10 Jahre *) 5Jahre 10Jahre 5 Jahre 10 Jahre 5 Jahre
Lokalisation % % % % % % %
Zunge 43 31 (+/-4) | 47 36 68 51 24
Lippe 76 57 (+/-9) | 88 78 82 68
Speicheldrise 56 43 (+/-6) | 63 55 84 71 69
Mundhohle 45 31 (+/-3) | 49 37 72 53 38
Larynx 57 39 (+/-3) | 64 51 82 65
Oropharynx 39 24 (+/-3) | 42 29 65 41
Nasopharynx 48 36 (+/-8) | 51 42 60 60 47
Hypopharynx 27 16 (+/-3) | 29 19 56 37 22
Nase und Nasennebenhohlen 45 27 (+/-6) | 52 35 93 74
AuReres Ohr 46 34 (+/-9) | 63 57 61 46

Tabelle 1: Tumorregister Minchen (TRM) Jahresbericht seit 1998 [80] und SEER-Daten der
USA, bevélkerungsbezogene Neuerkrankungs- und Survivaldaten der USA bis 1996 [67]
(rechte Spalte)

Uberlebensraten abhangig von der Lokalisation.

Dabei ist der Kehlkopf die am haufigsten betroffene Region, gefolgt von Regio-
nen des oberen Aerodigestivtraktes (Larynx, Mundhéhle, Zunge, Oro- und Hy-
popharynx). Dies spiegelt auch die wesentliche Rolle von Tabak- und Alkohol-
konsum bei der Kanzerogenese wider. Wie in Tab. 2 zu sehen, ist der hohe An-
teil an T1- und T2-Befunden bei Zunge, Mundhéhle etc. durch das haufig frihe

Auftreten von Symptomen wie Heiserkeit, Fremdkdrpergefiihl, Schwellungen




und Funktionsstérungen zu erklaren, was die Patienten zu einem frihzeitigen

Arztbesuch bewegt. Malignome des Hypopharynx hingegen wurden meist im

T3- oder T4-Stadium diagnostiziert. Aufgrund der topographisch-anatomischen

Lage besitzen diese Malignome auch eine hohe Metastasierungstendenz, was

die Prognose weiter verschlechtert.

Anteil N+ N+ M1
pT1 pT2 pT3 pT4 pT1 pT2 pT3 pT4

Lokalisation % % % % % % % % % %
Zunge 43 43 8 6 15 44 60 79 | 37 1
Lippe 65 27 6 2 8 9 63 100 | 14 0
Speicheldrise 29 31 22 18 20 34 30 44 | 33 5
Mundhohle 44 33 6 17 22 40 57 54 | 38 2
Larynx 39 20 21 20 6 22 31 57 | 27 1
Oropharynx 26 35 19 20 54 64 77 79 | 68 3
Nasopharynx 27 34 18 21 92 67 50 75 | 79 3
Hypopharynx 15 25 18 42 66 79 81 83 | 81 4
Nase und Nasennebenhdhlen 19 19 15 47 0 12 5 13 |11 1
AuReres Ohr 48 31 7 14 7 11 0 29 |11 0

Tabelle 2: Tumorregister Miinchen, Jahresbericht seit 1998 [80]
pT-Verteilung und Anteil der lymphknotenpositiven Primarbefunde abhangig von den

pT-Stadien sowie insgesamt.




1.2. Atiologie

Die Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung von Malignomen im Kopf-Hals- Be-
reich stellen Tabakkonsum und Alkoholabusus dar, vor allem bei kombiniertem
Auftreten beider Risikofaktoren. Fur weitere exogene Noxen wie Asbest und
Teer sowie verschiedene HPV-Typen konnte ein Zusammenhang mit der Ent-
stehung von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich nachgewiesen werden. Weiterhin
besteht auch die Méglichkeit einer genetischen Pradisposition. 10 % aller Tu-
moren haben eine streng erbliche Komponente [69]. In verschiedenen ethni-
schen Gruppen konnte eine Haufung oraler Tumoren festgestellt werden. E-
benso wurde ein erhdhtes Krebsrisiko in der Verwandtschaft von Tumorpatien-
ten beobachtet [69]. Durch ihre funktionelle Bedeutung stellen der Entgiftungs-
stoffwechsel fur tabakassoziierte Karzinogene, Alkoholabbau, DNA-
Reparaturmechanismen und das Immunsystem weitere Méglichkeiten fir endo-

gene Einflisse auf die Karzinogenese dar [44].

1.3. Etablierte Therapien von Kopf-Hals-Tumoren

Wie in anderen onkologischen Disziplinen auch, bestehen die Therapiemdglich-
keiten bei Kopf-Hals-Karzinomen aus chirurgischer Exzision, Radiatio, Chemo-
therapie sowie Kombinationen der genannten Therapieformen. Chemotherapie
wird im Allgemeinen als adjuvante Therapie angewandt, die alleinige Chemo-
therapie hat rein palliativen Charakter [10, 81]. Patienten mit T1- und T2-
Tumoren werden in der Regel durch chirurgische Entfernung oder im Falle des
Glottiskarzinoms durch Strahlentherapie unter kurativer Absicht behandelt, was
bei T1-Tumoren in 80 % und bei T2-Tumoren in 60 % der Falle zum Erfolg
fuhrt. Patienten mit T3- und T4-Tumoren haben wesentlich schlechtere Progno-
sen und werden ausgedehnten chirurgischen Resektionen und Radiatio in meh-
reren Sitzungen unterzogen, bis ein akzeptables Ergebnis erzielt wird oder die
chirurgischen Moglichkeiten erschopft sind. Bei diesem Patientengut kdnnen
nur 30 % geheilt werden [81]. Da aufgrund der Topographie bei Kopf-Hals-
Tumoren sehr schnell funktionelle Strukturen betroffen sind, gehen derartige
chirurgisch-resektionsorientierte Eingriffe rasch mit entsprechenden gravieren-
den funktionellen Einbul3en einher. Verlust der Stimme, Schluckstdérungen etc.
bedeuten einen erheblichen Verlust an Lebensqualitat. Trotz heutiger Methoden
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plastischer Rekonstruktionschirurgie sind die Ergebnisse meist nicht zufrieden-
stellend. Demnach orientieren sich moderne Therapiekonzepte auch bei fortge-
schrittenen Tumorerkrankungen im Kopf-Hals-Bereich an dem Bestreben, den
Tumor unter maximal mdglicher Schonung der Nachbarorgane zu behandeln.
Im Gegensatz zu radikalchirurgischen Resektionen stehen hierbei praoperative
Chemotherapie und Radiatio mehr im Vordergrund. Hierdurch wird eine Remis-
sion der Tumorausdehnung (sog. Downstaging) mit nachfolgender besserer
Operabilitat oder im besten Falle eine vollstédndige Elimination des Tumorgewe-
bes angestrebt. Als effektive Strategien haben sich die neoadjuvante Chemo-
therapie sowie simultane Radiochemotherapie herausgestellt [4, 33, 34, 53]. Im
Bereich mikroinvasiver Chirurgie stellt u. a. der Laser eine neue Therapiealter-
native zum klassischen Skalpell dar [75, 76].

Bei der neoadjuvanten Chemotherapie wird das bereits erwahnte Downstaging
angestrebt. Nach Chemotherapie, in der Regel mit Cis-Platin, Gbrige Tumor-
massen werden anschlieRend mit Bestrahlung oder chirurgischer Entfernung
behandelt. Diese Folgetherapie wird auf Basis des Ansprechverhaltens auf die
Chemotherapie individuell angepasst [33]. Waéhrend Cis-Platin als Standard-
chemotherapeutikum Bedeutung hat, konnte durch Addition von Taxanen wie
Docetaxel die Ansprechrate auf 71-100 % gesteigert werden [53]. Studien konn-
ten einen Erhalt des Larynx von 42-64 % ohne Verschlechterung der Funf-
Jahres-Uberlebensrate zeigen. AuRerdem ermoglicht der Einsatz von Chemo-
therapie eine Reduktion des Risikos der Bildung von Fernmetastasen [12, 53].
Das Konzept der Radiochemotherapie basiert auf der simultanen Behandlung
mit Radiatio und Chemotherapeutika (Carboplatin). Auch fir diese Strategie
konnte in vergleichenden Studien ein signifikanter Vorteil in Bezug auf Organ-
erhaltung bei gleicher Uberlebensrate festgestellt werden [53]. Bei bereits weit
fortgeschrittenen Malignomen stellt die Kombination beider Methoden eine un-
ter Umstanden organerhaltende Therapieoption dar [14, 53].

Im Bereich der chirurgischen Techniken zur Behandlung von Kopf-Hals-
Karzinomen hat der Laser inzwischen seinen festen Platz gewonnen. Wahrend
friher Laserexzisionen von Malignomen aufgrund der schlechten bis unmogli-
chen histologischen Beurteilung des Gewebes abgelehnt wurden, stellt der La-
ser heute ein wichtiges, vor allem mikrochirurgisches Instrumentarium dar. Der
Laser kann in niedrigen Tumorstadien (T1, u. U. T2) zur priméren, vollstandigen
Resektion des Karzinoms mit Organerhalt verwendet werden. Weiterhin kommt



Laser in Kombination mit der bereits beschriebenen neoadjuvanten Chemothe-
rapie sowie zur Rezidivkontrolle zum Einsatz [54, 75, 76].

Moderne, organerhaltend orientierte Therapiekonzepte bei Kopf-Hals-
Karzinomen ermdglichen somit eine wesentliche Verbesserung der Funktion im
Vergleich zur klassischen, radikalchirurgischen Resektion, einhergehend mit
einer signifikant hoheren Lebensqualitdt. Obwohl derartige Therapieformen be-
reits vielversprechende Ergebnisse liefern, kann jedoch nicht jeder Patient einer
solchen Therapie zugefuhrt werden. Die American Society of Clinical Oncology
gibt in Bezug auf die Erhaltung des Larynx folgende Empfehlung [52]: T1- und
T2-Primartumoren sollten organerhaltend behandelt werden. Bestrahlung oder
organschonende chirurgische Entfernung sind die Mittel der Wahl, eine Kombi-
nation wird aufgrund schlechterer funktioneller Ergebnisse nicht empfohlen. Bei
einem Rezidiv (nach Radiatio) kann eine chirurgische Intervention mdglich sein,
bei einem Grol3teil, vor allem bei T2-Tumoren, wird jedoch die Laryngektomie
indiziert sein.

Im Stadium 11l sowie T2 N+ ist simultane Radiochemotherapie die empfohlene
Therapie bei organerhaltender Intention. Im Falle fortgeschrittener Stadien
(T3, T4) bieten organerhaltende Maflinahmen keinen Vorteil in Bezug auf die
Uberlebensrate. Spezielle chirurgische Prozeduren, wie eine partielle, supracri-
coidale Laryngektomie, sowie simultane Radiochemotherapie stellen fir eine
Minderheit der Patienten alternative Therapien zur totalen Laryngektomie dar.
Neoadjuvante Chemotherapie ist gegenwartig nur im Rahmen Klinischer Stu-
dien anzuwenden [52]. Letztlich muss jedoch nach wie vor von Fall zu Fall die
Indikation individuell gestellt werden. Aul3erdem unterscheiden sich Therapie-
kombinationen und Therapieschwerpunkte je nach Art und topographischer La-
ge des Malignoms [50, 81]. Eine weitere, meist notwendige, chirurgische
Begleittherapie ist die Entfernung eines Teils der Halslymphknoten und
-Eingeweide. Die 1906 von Crile geforderte radikale Entfernung der Halseinge-
weide (,radikale Neck-dissection®) [7] wurde 1972 von Lindbergh durch eine
nach funktionellen Aspekten ausgerichtete selektive Neck-dissection erweitert
[37]. Im weiteren Verlauf wurde unter Berlcksichtigung anatomischer und ope-
rationstechnischer Grundlagen eine Klassifikation erarbeitet, welche die Grund-
lage der heute durchgefuhrten Neck-dissection bildet [55, 58]. Die enge topo-
graphische Beziehung des Kopf-Hals-Bereichs zu benachbarten Lymphknoten
und deren hohe Dichte fuhrt zu einer raschen Metastasierung in die lokoregio-



naren Lymphknoten. Remmert et al. [55] konnten bei 450 Patienten in 50 %
aller Falle zum Zeitpunkt der Operation Metastasen in den lokoregionaren
Lymphknoten feststellen. Das Auftreten von Metastasen korrelierte ebenfalls mit
der Progredienz des Primartumors. Die Entscheidung, ob und in welchem Aus-
mald eine Neck-dissection erfolgen sollte, richtet sich nach den entsprechenden
Lymphabflusswegen des Primartumors, der praoperativen Diagnostik, dem T-
Stadium, dem Differenzierungsgrad und der Kenntnis bevorzugter Metastasie-
rungswege.

In Kombination mit simultaner Radiochemotherapie wird der Stellenwert einer
Neck-dissection bereits wieder kontrovers diskutiert [13]. Publizierte Vorschlage
zur Indikationsstellung haben sich jedoch zurzeit noch nicht in offiziellen Emp-
fehlungen und Richtlinien etabliert.

Trotz weiter fortschreitender Verfeinerung der beschriebenen Therapietechni-
ken und Optimierung der Kombination etablierter Therapieformen liegt die rela-
tive Uberlebensrate nach finf Jahren je nach Lokalisation bei 29-64 % sowie
nach zehn Jahren bei 19-57 %. Lediglich Tumoren der Lippe weisen eine héhe-
re relative Uberlebensrate von 88 % nach funf und 78 % nach zehn Jahren auf
[80] [Tab.1]. Dies zeigt zum einen die Notwendigkeit neuer Therapieanséatze.
Zum anderen ware es winschenswert, aufgrund des Zusammenhangs eines
hohen Anteils von im Anfangsstadium diagnostizierten Tumoren und einer ho-
heren Uberlebensrate bessere Untersuchungs- und Screeningmethoden zur

Verfigung zu haben.

1.4. Neue Therapieansatze

Die raschen Fortschritte im Bereich der molekularmedizinischen Forschung
haben eine stetige Zunahme des Verstandnisses der Kanzerogenese zur Folge.
Dadurch bedingt eréffnen sich auch neue diagnostische und therapeutische
Wege. Der Bedarf ist gro3, konnte doch trotz beschriebener Optimierung der
etablierten Therapieschemata die Prognose fur vor allem Patienten mit fortge-
schrittenen Kopf-Hals-Tumoren nicht wesentlich verbessert werden [51, 56].
Einen vielversprechenden Ansatzpunkt stellt die Familie der EGF-Rezeptoren
(= HER), vor allem EGFR (= HER1), dar [51, 56]. EGFR ist fur die Regulation
der Zellproliferation, Differenzierung und Uberleben mitverantwortlich. Eine Sto-
rung der Regulation hat entsprechende kanzerogene Effekte. So konnte bei 90-



100 % der Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen eine Uberexpression von EGFR
festgestellt werden [56].

Eine Dysregulation des EGFR konnte auch mit weiteren Malignomen (Lunge,
Brust, Colorektalkarzinome und Prostata) assoziiert werden [6, 56].

Die vielversprechendsten Therapieansatze mit EGFR als Ziel stellen Monoklo-
nale Antikdrper (MABSs) sowie Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) dar.

MABs gegen EGFR konnen die EGFR-Kaskade sowohl durch Inhibition der
Rezeptoraktivierung als auch durch Aktivierung einer zellvermittelten Zytotoxizi-
tat und einer Komplementreaktion blockieren [6, 56]. MABs wurden urspriinglich
von immortalisierten B-Zellen der Maus abgeleitet, welche durch Fusion von B-
Zellen und Myelomzellen hergestellt wurden. Diese MABs besitzen jedoch eine
starke Antigenitat und kdnnen zu massiven allergischen Nebenwirkungen fih-
ren. Eine Weiterentwicklung stellen chimare MABs und, mit Hilfe von transgene-
tischen Mausen hergestellte, vollstandig humanisierte MABs dar. Dadurch
konnten die allergenen Nebenwirkungen wesentlich reduziert werden [26]. Vor-
teile der MABs sind unter anderem eine hohe Spezifitat, ginstige Pharmakoki-
netik und hohe Serumhalbwertszeiten. Nebenwirkungen bei monoklonalen Anti-
korpern wie auch bei den nachfolgend beschriebenen Tyrosinkinaseinhibitoren
sind vor allem akneartige Dermatosen [6, 26, 51, 56]. EGF-Rezeptoren gehdren
zur Familie der Tyrosinkinasen. Niedrigmolekulare Tyrosinkinaseinhibitoren
(TKI) hemmen kompetitiv die ATP-Bindungsstelle der Tyrosinkinasedoméane der
EGFR [6]. Wahrend MABs extrazellular angreifen, erfolgt die Rezeptorblockade
durch TKis auf intrazellularem Weg. Es existieren sowohl hochspezifische TKls
wie Gefitinib als auch weiniger spezifische TKls (Erlotinib). Die Vorteile der
EGFR-Inhibition sowohl durch MABs als auch durch TKIs konnten in mehreren
klinischen Studien verifiziert werden. Dabei wurde eine signifikante Verbesse-
rung der Uberlebensrate bei allgemein guter Vertraglichkeit festgestellt. Ebenso
konnte eine Verringerung der Toxizitat bei Kombination mit Chemotherapie oder
Radiatio erzielt werden. Die Kombination von MABs und TKiIs liefert in Studien
noch widersprichliche Ergebnisse [6, 26, 51, 56].

Einen dritten, aulRerst vielversprechenden Ansatzpunkt stellen die Cyclooxyge-
nasen, vor allem COX2, dar. In vielen Tumoren konnte eine enge Korrelation
zwischen Uberexpression von COX2 bzw. nachfolgend PGE2 und dem Tu-
morwachstum nachgewiesen werden. Als Hauptmechanismen fir die Forde-

rung der Karzinogenese durch COX2 konnten Verhinderung der Apoptose, FOr-



derung der Angiogenese, Steigerung der Invasivitat, Immunmodulation und
Konvertierung von Prokarzinogenen in Karzinogene identifiziert werden [9]. Da-
her liegt es nahe, die Hemmung der Cyclooxygenase zur Pravention und Tu-

mortherapie zu nutzen.

1.5. Serummarker in der Tumordiagnostik

Serologische Tumormarker sind in Korperflissigkeiten zirkulierende Substan-
zen, in der Regel Proteine mit Kohlenhydrat- oder Lipidresten, deren Erschei-
nen oder Anderung der Konzentration im Serum nachweisbar ist und mit dem
Vorhandensein eines malignen Geschehens in Verbindung gebracht werden
kann [11, 85]. Tumormarker kénnen in zellulare und humorale Tumormarker
unterteilt werden. Unter zellularen Tumormarkern versteht man (membranstan-
dige) Antigene, Rezeptoren oder Molekile, die eine vermehrte Expression von
Onkogenen aufzeigen. Humorale Marker hingegen sind Substanzen, die ent-
weder durch eine Reaktion des Organismus vermehrt gebildet, vom Tumor se-
zerniert oder bei dessen Zerfall freigesetzt werden. Aufgrund der einfachen und
schnellen Zuganglichkeit scheinen Tumormarker fir eine optimale Diagnostik
und Moglichkeit der Friilherkennung geeignet zu sein. Ein idealer Tumormarker,
d.h. 100 % Spezifitéat (kein Nachweis bei Gesunden) und 100 % Sensitivitat
(Nachweis auch in Frihstadien) konnte jedoch bis dato noch nicht identifiziert
werden [85]. AuRerdem kann die Konzentration der Tumormarker durch Ent-
zundungen, benigne Tumoren und weitere StoérgroRen beeinflusst werden.
Letztlich gibt es physiologische interindividuelle Schwankungen, was die Fest-
legung von charakteristischen Schwellenwerten erschwert [85].

Die heute bekannten Tumormarker sind demnach bis auf wenige Ausnahmen
als Screeningparameter ungeeignet. Sie eignen sich jedoch gut zur Verlaufs-
und Therapiekontrolle maligner Erkrankungen. Als Ausnahmen sind PSA zur
Diagnostik eines Prostatakarzinoms [15], B-HCG bei Hodentumoren und Bence-
Jones-Proteine beim Plasmozytom zu nennen.

In der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde (HNO) dienen Tumormarker einer mogli-
chen Einordnung des histologischen Typs sowie der Therapiekontrolle und zur
Prognosebestimmung. Hierbei erfillten SCC (Squamosa Cell Carcinoma Anti-
gen), CEA (karzinomembryonales Antigen), CYFRA 21.1 und vor allem die
Kombination von SCC und CEA unter den bisher bekannten Markern die meis-



ten Vorraussetzungen [85]. Derartige Diagnostik ist jedoch derzeit noch kein
Routineverfahren.

Screening-geeignete Marker sind in der HNO und in Bezug auf Plattenepithel-
karzinome allgemein nicht bekannt. Die Ermittlung eines solchen Markers wiir-
de eine wesentliche Verbesserung der Friherkennung von Tumoren im Kopf-
Hals-Bereich bedeuten. Durch die frihere Diagnosestellung und die dadurch
zeitiger beginnende Therapie wiirde eine héhere Uberlebensrate der Patienten
sowie ein besseres, funktionelles Endergebnis durch den mdglichen Einsatz
organerhaltender MalRnahmen bedeuten. Auch zur Kontrolle nach erfolgter The-
rapie ware es wiunschenswert, einen geeigneten Tumormarker zu besitzen, der

eine frihzeitige Erkennung eines Rezidivs ermdglicht.

1.6. COX2-Hemmer und deren Wirkung auf Tumoren/Tumo  rzellen

In den letzten Jahren wurden COX2-Hemmer zunehmend auf ihr Potential, das
Wachstum solider Tumoren zu hemmen, hin untersucht. Einige Studien lieferten
Beweise, dass COX2-Hemmer das Tumorzellwachstum beachtlich reduzieren
[20, 57, 62, 89, 90]. Untersuchungen an Mausen und Menschen mit Colorektal-
karzinomen zeigten Verminderung des Tumorwachstums und des metastati-
schen Potentials nach Therapie mit Ibuprofen [89]. Schroeder et al. konnten
eine Wachstumshemmung bei Plattenepithelkarzinomzelllinien aus dem Kopf-
Hals-Bereich durch den selektiven COX2-Hemmer Celecoxib feststellen [62].
Die tumorhemmende und praventive Wirkung von Genistein konnte ebenso auf
die Herabregulierung der PGE2-Synthese bzw. Hemmung der COX2-
Expression zurtckgefuhrt werden. Prinzipiell geht die Hemmung der COX mit
der Reduktion proneoplastischer Effekte und Einflisse des COX-induzierten
Stoffwechsels, insbesondere der Expression von PGE2, einher. Die genauen
Mechanismen der tumorhemmenden Wirkung von NSAIDs sind jedoch nicht
vollstandig bekannt. Die Induktion der Apoptose sowie die Verminderung der
Angiogenese in Tumoren spielen eine wichtige Rolle bei der Tumorsupression
durch NSAIDs. Die Induktion der Apoptose als einer der Hauptfaktoren [8]
scheint auf einem COX2-abhangigen Weg wie auch auf einem COX-
unabhangigen Weg zu erfolgen. Der COX2-abhéngige Weg wird jedoch noch



kontrovers diskutiert. Letztlich gibt es noch keinen definitiven Beweis fur eine
direkte Beeinflussung der Apoptose durch PGE2. Eine Untergruppe der
PPARs, intrazellulare Steroidrezeptoren, kdnnen die Apoptose verschiedener
Zelltypen modulieren. Mdglicherweise sind Produkte des COX2-Stoffwechsels
physiologische Liganden der PPARs. Es wurde gezeigt, dass ein Riickgang des
Tumorwachstums bei Magenkarzinomen durch PPARy-Agonisten erzielt wer-
den konnte. Gleichzeitig konnte ein Rickgang der COX2-Expression beobach-
tet werden. Daher scheint ein gemeinsamer Stoffwechselweg wahrscheinlich
[28, 32]. Lehmann et al. konnten obendrein eine direkte, agonistische Wirkung
von NSAIDs auf PPARYy feststellen [44]. Durch die Hemmung der COX fallt
vermehrt Arachidonsaure in der Zelle an. Aufgrund dieser Akkumulation wird
die Bildung von Ceramiden durch eine Sphingomyelinase stimuliert. (Ebenso
sind TNFa, Fas sowie ionisierende Strahlung Stimulatoren des Sphingomye-
linstoffwechsels). Ceramid induziert schlie3lich als second messenger Uber
Kaskaden von Kinasen und Transkriptionsfaktoren die Apoptose der Zelle [18,
21, 27]. Letztlich gibt es Anhaltspunkte einer Induktion der Apoptose durch wei-
tere Stoffwechselprodukte der Arachidonsaure, die bei Beschreiten alternativer
Stoffwechselwege aufgrund der Blockade des Cyclooxygenasewegs entstehen,
sowie durch Arachidonsaure direkt [5, 66, 86]. Neben den beschriebenen Wir-
kungsweisen scheinen NSAIDs weitere, von der Hemmung der COX unabhan-
gige, hemmende Einflisse auf das Wachstum von Tumoren zu besitzen. Die
Annahme eines solchen COX2-unabhangigen, antineoplastischen Effekts durch
Apoptoseregulation ist in der Beobachtung begriindet, dass NSAIDs Apoptose
in Zellen induzieren kdnnen, welche keine COX2 exprimieren [23]. Eine konse-
kutive Uberexpression des Transkriptionsfaktors NFKB konnte in Tumorzellen
nachgewiesen werden, einhergehend mit einer gesteigerten Expression der
COX. Lim et al. konnten eine durch oben genannte Faktoren gesteigerte Ex-
pression der DNA-Reparatursysteme Ku70 und Ku80 in Magenkarzinomzellen
nachweisen, welche eine Steigerung der Proliferation zur Folge hatte. Lim
konnte weiterhin bestatigen, dass NSAIDs zu einer Hemmung der Expression
von Ku70 und Ku80 und damit zu Regression des Tumorwachstums fiihren [35,
36]. In weiteren Studien konnte auch ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Expression der Proteinkinase CB und dem Uberleben von Tumorzellen festge-
stellt werden. Dabei wurde durch COX-Hemmer, unabhangig von der Inhibition

der Cyclooxygenase, eine Herabregulierung der Expression der PKC[ erzielt,
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die wiederum eine Induktion der Apoptose zur Folge hatte [22]. Neben der Re-
gulation der Apoptose greifen COX-Hemmer in die Angiogenese von Tumorge-
weben ein. COX2 besitzt ein direkt férderndes Potential, die Angiogenese in
Tumoren, ein essentielles Kriterium fir deren Progression, zu verstarken. Mas-
ferrer et al. [43] konnten in Uber 150 humanen Tumorarten einen signifikanten
Zusammenhang zwischen COX2-Expression und Angiogenese nachweisen.
Durch COX-Hemmer reduzierte sich die Expression von angiogenetischen Fak-
toren, vor allem von VEGF und FGF. Hierbei haben unspezifische COX-
Hemmer auch in Tumorgeweben, die keine Cyclooxygenase exprimieren, durch
Hemmung der COX1 in GeféalRendothelzellen einen antineoplastischen Effekt
[60].

Die zahlreichen Einfliisse von PGE2 auf die Kanzerogenese scheinen eine viel-
versprechende Mdglichkeit zur Chemopravention durch COX-Hemmung zu er-
offnen. In epidemiologischen Studien konnte ein signifikanter Rickgang von
Colorektalkarzinomen und deren Mortalitat bei Einnahme von NSAID im Ver-
gleich zu anderen Gruppen festgestellte werden [2]. Der Ansatz zur Chemopra-
vention mit NSAID dient einigen Pilotstudien mit Patienten mit Brochialkarzino-
men als Basis [42]. Nicht zuletzt stellt auch die groRe Verfligbarkeit von NSAID
einen grofl3en Vorteil beim Einsatz in der Chemopravention dar. Viele der mogli-
chen Einflisse und Mechanismen sind jedoch en detail noch unklar. Hier be-

steht weiterhin ein gro3er Forschungsbedarf.

1.7. Einflisse von COX2 und PGE2 auf Tumoren/Tumorz ellen

Die Einflusse von PGE2 auf Tumorzellen und Kanzerogenese sind vielfaltig.
Letzten Endes sind noch nicht alle Mechanismen der Beeinflussung bekannt. In
vielen Studien konnte jedoch die Verbindung zwischen PGE2 und Aggressivitat
und Progression zweifelsfrei bestatigt werden. Dies geschah sowohl auf Basis
von Untersuchungen von Therapien mit COX-Hemmern, in Zellkulturversuchen
als auch in Studien tber Wirkung von direkt injiziertem PGE2 im Tiermodell
[25]. PGE2 verstarkt die COX2-Expression in soliden Tumoren durch Phospho-
rylierung des cAMP-response-element-bindingprotein und Aktivierung des
Transkriptionsfaktor 1. Obendrein steigert PGE2 den cAMP-Spiegel der Tumor-
zelle Uber Aktivierung der Adenylylcyclase [24, 87]. Ketoconazol stellte sich
hierbei als wirkungsvoller Hemmstoff dieser Autoamplifikation dar [24]. Die He-
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rabregulation der Apoptose konnte mit der Uberexpression von PGE2 in Ver-
bindung gebracht werden [49], ebenso aktiviert PGE2 den RAS-Signalpfad,
welcher Gber MAP essentiell fir Zellwachstum und Proliferation ist. Diese Ver-
starkung wird durch die antagonistische Wechselbeziehung der PGE2-
Rezeptoren EP3 und EP4 bei der Regulation des durch PGE2 gesteigerten
cAMP-Levels induziert, welche beide in Lungenkarzinomzellen nachgewiesen
werden konnten [88]. Ein weiterer proliferativer Effekt besteht in der Aktivierung
des Erk-Signalwegs, was tber MAP-Kinase zu einem mitogenen Stimulus fihrt
[29]. Die Steigerung der Expression von NR4A2, einem nukledren Wachstums-
faktorenrezeptor, durch PGE2 Uber die cAMP/Proteinkinase-A-Kaskade fluhrte
bei Mausen mit Adenomen zu einem Schutz vor Apoptose und Steigerung der
Progressivitat der Tumorzellen [16]. Eine weitere Beeinflussung der Regulation
des PGE2-Stoffwechsels besteht durch EGF. EGF spielt als Kompetenzfaktor
eine wichtige Rolle bei dem Ubergang der Zelle von der GO- in die G1-Phase.
Die Produktion von PGE2 wird durch EGF (Epidermal Growth Factor) [59] ver-
groBert. Der EGF-Rezeptor (EGFR), ein Rezeptor der Tyrosinkinasefamilie,
wird umgekehrt von PGE2 aktiviert [48]. Dies geschieht durch eine Aktivierung
des EP1-Rezeptors durch PGE2. Dadurch werden Proliferation, Wachstum und
Invasivitat gesteigert [17]. Auch dem EP2-Rezeptor kommt eine Rolle in der
Entstehung von Tumoren zu. An transgenen EP2-Mausen konnte ein signifikan-
ter Zusammenhang zwischen Uberexpression des EP2-Rezeptors und einer
erhohten Zahl, Progressivitat und Vaskularisierung von Hauttumoren festgestellt
werden [77]. PGE2 beeinflusst auch das Immunsystem. CD4+- und CD25+-
Zellen spielen hierbei im Zuge der sog. Selbsttoleranz eine zentrale Rolle. Eine
gesteigerte Aktivitit dieser Zellen, bedingt durch eine Uberexpression von
PGE2 in Tumorgeweben, geht mit der Steigerung der Tumorgenese einher.
Hierbei scheinen der EP4- und der EP2-Rezeptor eine wichtige Rolle zu spielen
[68]. Weiterhin induziert PGE2 einen CA2+-Einstrom durch die Steigerung des
cGMP-Gehalts der Zelle [47]. An Leberkarzinomzellen konnte auch ein Einfluss
auf die Zellmigration von PGE2 nachgewiesen werden. Die Steigerung der
Migration und Adhé&sion von HCC-Zellen basiert auf der Anderung des In-
tegrinstoffwechsels durch PGE2 [45]. Die PGE2-Expression und COX2-Aktivitat
ist mit tumorbedingter Kachexie, maligne, humorale Hyperkalziamie (HHM) und
Tumorangiogenese verknupft [40, 71, 78, 79, 82]. Es konnte gezeigt werden,
dass in Tumoren die PGE2-Sekretion erhoht ist und der Prozess der Karzino-
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genese dadurch verstarkt wird. Jedoch kann auch eine erhdhte. PGE2-
Sekretion zur Entstehung von Malignomen fiihren. Dies konnte unter anderem
bei der Entstehung eines HCV-induzierten Leberzellkarzinoms beobachtet wer-
den [83]. Aufgrrund der wichtigen Rolle, die COX2 und PGE2 in der Kanzero-
genese spielen, eréffnen sich mehrere Ansatze in puncto Diagnostik und The-

rapie.
1.8. PGE2 — Herkunft und Funktion

PGE?2 ist das wichtigste Prostaglandin und zahlt zu der Gruppe der Eikosanoi-
de. Es wird mit Hilfe der Cyclooxygenase | und Il aus Arachidonat synthetisiert,
welches aus arachidonsaurehaltigen Membranphospholipiden abgespalten
wird. Durch die COX wird aus Arachidonat zunachst PGH2 hergestellt. Aus die-
sem ,Ur-Prostaglandin® wird durch PGE-Synthetase PGE2 synthetisiert:

Membranphospholipide

Y

Arachidonsaure

Lipooxygenase Cyclooxygenase

PGH 2
Leukotriene *

PGD 2, PGE 2, PGF 2,
PGl 2, TxA 2

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Arachidonsaurestoffwechsels und PGE2-Synthese

Prostaglandine besitzen hormonéhnliche Wirkung und werden unter anderem
den Gewebshormonen zugeordnet. Samtliche Rezeptoren sind membranstan-
dig und an ein G-Protein gekoppelt. Die Rezeptoren fir PGE2 sind die EP-
Rezeptoren, von denen vier Subtypen bekannt sind. Die Rezeptoren haben un-
terschiedliche Wirkungen, so steigert der EP1-Rezeptor den cAMP-Spiegel,
wohingegen der EP2-Rezeptor lUber eine IP3-Kaskade seine Wirkung entfaltet.
PGE2 kann jedoch auch tber IP- und DP-Rezeptoren wirken. PGE2 ist ein Ent-

zindungsmediator und bewirkt eine Broncho- und Vasodilatation. Weiterhin
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fuhrt es durch Erhéhung des cAMP-Spiegels zu einer Muskelrelaxierung. Im
Magen ist PGE2 fur eine Hemmung der CL-Sekretion sowie eine Steigerung
der Schleimproduktion verantwortlich. Es hat hier demnach eine Schutzfunktion.
In der Niere steigert PGE2 den renalen Blutfluss und erhéht die Natrium- und
Wasserausscheidung. Uberdies hat PGE2 nach Insulin die starkste antilipolyti-
sche Wirkung.

COX kommt in zwei Isoformen im menschlichen Korper vor, der COX1 und
COX2. COX kommt nahezu in allen Zellen vor, wird dort konstitutiv exprimiert
und ist standig aktiv. Besonders wichtig ist COX1 im Gastrointestinaltrakt und in
der Niere. COX2 wird vor allem durch Endotoxine, Zytokine und Wachstumsfak-
toren induziert und kommt nur in wenigen Zellen, hautséchlich Leukozyten und
Makrophagen, vor. COX2 spielt durch die Produktion von Prostaglandinen bei
der Entziindungsreaktion eine wichtige Rolle und ist fir Schmerz und Fieber
verantwortlich [19, 38, 39].

1.9. PGE2-Serumlevel als diagnostischer Parameter? - Fragestellung

Es konnte schon friher gezeigt werden, dass das PGE2-Serumlevel in Tumor
tragenden Mausen [78] genauso wie in Patienten mit soliden Tumoren ansteigt
[74]. Dabei trat unter anderem eine durch den tumorbedingten erhéhten PGE2-
Spiegel induzierte Hyperkalzidmie auf [79]. Malachi et al. konnten bei 78 Pati-
entinnen mit benignen und malignen Mammakarzinomen einen erhéhten PGE2-
Plasmaspiegel messen. Zwar konnten zwei Gruppen mit verschieden hohen
Plasmaspiegeln gebildet werden, jedoch konnte kein signifikanter Zusammen-
hang zwischen den Unterschieden der Plasmaspiegel und dem Kklinischen Bild,
der histologischen Klassifizierung und der Uberlebensrate festgestellt werden
[41]. Alles in allem konnten bis dahin keine Beweise fir eine klinische Relevanz
des erhohten PGE2-Plasmaspiegles bei Tumorpatienten erbracht werden.
COX2-Uberexpression prognostiziert jedoch eine kiirzere Uberlebenszeit bei
Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren. Ebenso korreliert das PGE2-Level mit der
Vaskularisierung des Tumors und der VEGF-Expression und steigert Uberdies

die Zellmotilitat und Invasivitat [70]. Folglich kamen wir zu der Annahme, dass
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PGE2 streng fur die Aggressivitat und, speziell bei Kopf-Hals-Tumoren des
Frihstadiums, zur Férderung von Invasivitat und Angiogenese erforderlich ist.
Die strenge Korrelation zwischen PGE2 und Tumorprogression kénnte eine
Moglichkeit der Diagnostik im Sinne eines Screeningverfahrens darstellen.

Die vorliegende Studie dient dem Nachweis der Tauglichkeit von PGE2 als Tu-

mormarker zur Therapieverlaufskontrolle und frihzeitiger Rezidiv-erkennung.

1.10. Studiendesign

Wir analysierten das PGE2-Serumlevel von 100 Patienten [Tab.4] mit Kopf-
Hals-Tumoren verschiedener Stadien vor und ein Jahr nach Therapie und ver-
glichen die Resultate mit dem Serumlevel von 40 gesunden Spendern.

Die Werte der Analyse wurden zusatzlich mit den Sekretionsprofilen von acht

verschiedenen Plattenepithelkarzinomen verglichen.

T-Stadium | Patientenzahl Tumorstadium (UICC) Patientenzahl
1 25 I 28
2 25 I 30
3 25 1 33
4 25 \Y, 9

Tabelle 3: Verteilung der Patienten auf die Versuchsgruppen anhand des T-Stadiums sowie
Tumorstadiums nach UICC
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2. Material und Methode

2.1. Materialien

2.1.1. Laborgerate

Gerat

Hersteller

MR5000/MR7000 Plattenlesegerat

DPC Biermann

Sterile Werkbank Nunc GmbH
Modell: 50724/1

CO2 - Brutschrank ,Binder* Binder GmbH
Geratetyp CB 150

Artikelnummer: 9140-0001

Vakuum-Gerét Heraeus
VTR 5036

Pipetierhilfe: 8-Kanal-Pipette Eppendorf
30 — 300l

Eppendorf ,Research”

2.1.2. Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Indomethacin, 5g, Best.Nr.: 57413 Fluka

2 N HCl, AppliChem
Best.Nr.: A 2533.1000

Ethanol 100 % und 15 % Merck
Best.Nr.: 1.00983.1011

n-Hexan, Best.Nr.: A 1620.1000 AppliChem
Aquadest Deltaselect
Ethylacetat , Best.Nr.: A 0859.1000 AppliChem
Prostaglandin E 2-Kit ( PGE 2) R&D System

Best.Nr.: DE 2100
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2.1.3. Sonstige Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

SEP Columns 200 mg Y — 1000.0050 |Bachem
Greiner-R6hrchen 15 ml, Greiner bio-one
Kat. Nr.: 188271

Greiner-Cryoréhrchen, 1,5 ml Greiner bio-one
pH-Fix Indikatorstdbchen (0 — 14) Fischerbrand
FB 33003

2.1.3. Medium

Als Medium wurde fur die Tumorzellkulturen ,Complete Medium for Tumor
Cells-Quantum 263 (PAA-Laboratorys, Best.-Nr.: U15 - 815) verwendet.
Complete Medium for Epithelial Cells-Quantum 263 (PAA-Laboratorys, Best.-
Nr.: U15 - 818) diente als Medium der Fibroblastenkultur.

2.2. Methoden

2.2.1. Humanes Serum

2.2.1.1. Patientengut und Kontrollen (Serum gesund  er Probanden)

100 Patienten mit diagnostizierten Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-
Bereich wurden um die Erlaubnis gefragt, Blutproben vor und ein Jahr nach
Therapie des Tumors entnehmen zu lassen. So wurden jeweils 10 ml Serum
eines jeden Patienten zum entsprechenden Zeitpunkt gesammelt. Dabei wur-
den je 25 Patienten eines jeden T-Stadiums nach UICC-Klassifikation ausge-
wahlt. Weiterhin wurden 40 gesunde Probanden mit verschiedenen Risikoprofi-
len (18 Raucher und 22 Nichtraucher) in verschiedenem Alter (21-59) nach dem
Einverstandnis fur die Teilnahme an der Studie gefragt. Auch hier wurden 10 ml

eines jeden Spenders entnommen.
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2.2.1.2. PGE2-Messung

2.2.1.2.1. Probenvorbereitung

Zur Bestimmung des PGEZ2-Gehalts mittels ELISA mussten die Proben zu-
nachst durch Applikation verschiedener Reagenzien vorbereitet werden.

Den Serumproben wurde der Prostaglandinsynthetaseinhibitor Indomethacin in
einer Konzentration von 10 pg/ml hinzugefuigt. Indomethacin ist ein Essigsaure-
derivat mit stark hemmender Wirkung auf COX1 und COX2. Danach wurden je
100 pl der Proben mit 900 ul ED1-Puffer 10-fach verdinnt. Nach Anséuerung
mit 2 mol (50ul) HCL auf pH 3,5 (Kontrolle mit pH-Fix Indikatorstabchen; Fi-
scherbrand) erfolgte eine 15-mindtige Inkubation der Proben bei 2-8° Celsius.
Anschliel3end wurden die Proben 2 min bei 150.000 rpm zentrifugiert, um ent-
standene Prazipitate zu entfernen. 1 ml der Probe wurde abpipettiert und der
Umkehrphasenchromatographie zugefuhrt.

2.2.1.2.2. Umkehrphasenchromatographie

Zur Umkehrphasenchromatographie verwendeten wir eine 200-mg-C18-Saule
der Firma Bachem. Die Umkehrphasenséaule wurde zunachst mit 1 ml 100 %-
igem Ethanol und 1 ml deionisiertem Wasser gewaschen. Danach wurde 1 ml
der Probe in die Saule gegeben und mit einer Flussrate von 5 ml/min durchlau-
fen gelassen. Die Saule wurde erneut mit 1 ml deionisiertem Eiswasser, 1 ml
Ethanol und 1 ml Hexan gewaschen. Danach erfolgte die Elution des PGE2 mit
1 ml Ethylacetat. AnschlieBend wurde die eluierte Probe Uber Nacht im Vakuum
getrocknet. Durch Zentrifugieren der Saule wéhrend des Auswaschvorgangs
mit Ethylacetat wurde eine Ansammlung des PGE2 am Boden des Réhrchens
nach Trocknung erzielt. Zur weiteren Verarbeitung wurde der Bodensatz in 250

ul ED1-Puffer durch Rutteln mit dem Vortex wieder gel6st.
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2.2.1.2.3. PGE2 High Sensitivity ELISA

Zur Messung der PGE2-Konzentration wurde das PGE2 High Sensitivity ELISA
Kit der Firma R&D Systems (Minneapolis, USA) verwendet. Es handelt sich hier
um einen kompetitiven Sandwich-ELISA. Das PGE2 der Proben konkurriert mit
einer festgelegten Menge an mit einer alkalischen Phosphatase markierten
PGE um Bindungsplatze von monoklonalen Mausantikorpern. Die entstandenen
Préazipitate binden nun an einen auf den Mikrotiterplatten fixierten Anti-Maus-
Antikdrper. Nach Waschen und Entfernen des ungebundenen Substrats wird
die Konzentration des gebundenen markierten PGE2 durch eine enzymatische
Reaktion der Phosphatase mit einem entsprechenden Substrat farblich sichtbar
gemacht. Die Intensitat der Farbe ist somit umgekehrt proportional zur PGE2-
Konzentration der Proben.

Zur Kalibrierung wurde zunéchst eine PGE2-Standard-Verdinnungsreihe her-
gestellt. Dazu wurden 980 ul ED1-Puffer in das erste Réhrchen gegeben, in die
Ubrigen sieben Roéhrchen je 500ul. Danach wurden 20 pl der 50.000-pg/ml-
Stammldsung in das erste Rohrchen pipettiert. Abb. 2 zeigt das weitere Pipet-

tierschema und die Konzentrationen der Verdinnungsreihe.

20 uL 500ul 500uL  500puL 500ul 500uL 500 puL 500 ul

50,000 1000 500 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Abbildung 2: Verdinnungsreihe zur Herstellung eines Eichstandards [PGE2 High Sensitivity
ELISA Kit, R&D System]

Die vorbereiteten Proben wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten des ELISA-Kits
gegeben. Alle Facher wurden doppelt angelegt. (Abb. 3 zeigt die entsprechende
Facheraufteilung). 150 pl ED1-Puffer wurden in die NSB(Non-Specific-Binding)-
Facher und 100 pl ED1 in die BO(Maximum Binding/Nullstandard)-Facher ge-

geben. Danach wurden je 100 pl der Standardldsungen und der vorbereiteten
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Proben in das entsprechende Fach gegeben. Die Facher fur TA (Total Activity)
und SB (Substrat Blank) wurden freigelassen. In jedes Fach auf3er TA und SB
wurden anschlielend 50 ul PGE2-HS-Konjugat gegeben. Danach wurden alle
Facher auRer NSB, TA und SB mit 50 pl PGE2-HS-Antikérperldsung beschickt
und far 18 h bei 2-8°C inkubiert. Nach abgelaufene r Zeit wurde die Flussigkeit
entfernt und die Facher mit je 400 yul Waschpuffer (Verdinnung 1:10) gewa-
schen. Der Puffer wurde nach dem Waschvorgang komplett entfernt. Je 5 pl
PGE2-HS-Konjugat wurden in die TA-Facher gegeben. In samtliche Facher
wurden 200 pl pNPP-Substrat pipettiert. Nach 1 h Inkubation bei 37°C wurden
50 ul Stopplésung hinzugegeben.

A |NSB, 54 58 1 5 2] 13 i7 21 25 2B 33
B MSB | 54 58 1 5 @ 13 17 21 25 2B 33
c B0 55 5o 2 ] 10 14 1B 22 il 30 34
D BO bl So 2 ] 10 14 18 22 2 a0 34
E 52 Sif TA 3 T 1 15 ] 23 7 3 L]
F 52 Sf TA 3 T 11 15 18 s T £ L
G 53 ST 5B 4 4 12 16 20 24 28 32 3
H 53 57 5B 4 3 12 i 20 24 28 32 26

Abbildung 3: Verteilungsschema der 96-Well-Mikrotiterlatten

Im Anschluss wurde die optische Dichte mit Hilfe eines Plattenlesegerates (MR
5000, DPS Biermann) mit einer Wellenlange von 410 nm gemessen und die
entsprechende PGE2-Konzentration der Proben bestimmt.
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2.2.2. Zellkultur

Es wurden Zellkulturen von sieben adharenten HNO-Plattenepithelkarzinomen

und Fibroblasten angelegt.

2.2.2.1. Zelllinien

Nr. | Name Art

Herkunft

Hersteller

1 Detroit 562 Tumor

Pharynx

Cell lines Service

2 A 431 Tumor

Epidermis

Cell lines Service

3 |UM-SCC
10B

Tumor

Larynx

Dr. Thomas E. Carey,
Ph.D., Director,
Laboratory of Head and
Neck Cancer Biology

The University of Michigan
USA

4 |UM-SCC
33

Tumor

Pharynx

Dr. Thomas E. Carey,
Ph.D., Director,
Laboratory of Head and
Neck Cancer Biology

The University of Michigan
USA

5 UM —-SCCS5 | Tumor

Pharynx

Dr. Thomas E. Carey,
Ph.D., Director,
Laboratory of Head and
Neck Cancer Biology

The University of Michigan
USA

6 |UM-SCC
24

Tumor

Larynx

Dr. Thomas E. Carey,
Ph.D., Director,
Laboratory of Head and
Neck Cancer Biology

The University of Michigan
USA

7 CRL-1624 Tumor

Squamouscell,
Tongue

ATCC

8 Fibroblasten
46

Normal

Préaputium
Kind von neun
Jahren

Hautklinik, Universitatskli-
nikum, Frankfurt am Main
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2.2.2.2. Kultivierung

Zum Anlegen der entsprechenden Zellkulturen wurden nach Entfernen des Me-
diums aus den Zellkulturflaschen diese mit PBS (Phosphate Buffered Saline,
PAA-Laboratorys) gewaschen. Zum Ablosen der adharenten Zellen wurden 10
ml Accutase und 30 ml Medium hinzugeflgt. Accutase (PAA-Laboratorys) be-
sitzt sowohl proteolytische als auch kollagenolytische Eigenschaften. Nach 5-10
min wurde die Zellsuspension in ein 50-ml-Greiner-Réhrchen gegeben.

Mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer wurde die Menge von 10.000 Zellen
einer jeden Zelllinie bestimmt und mit 100 pl Medium auf eine 96-Well-Platte
gegeben. Die Zellkulturen wurden 24 h bei 37°C und 5 % CO2-Atmosphare
bebritet.

2.2.2.3. Probenentnahme und PGE2-Messung

Nach 24, 72, 96 und 120 h wurden je 50 pl Zellkultur-Uberstand entnommen
und zu 450 ul ED1-Puffer gegeben. Die Probe wurde mit 5 pg Indomethacin
(10 pg/ml) versetzt und durch Zugabe von HCL bis pH 3,5 angeséauert. Die pH-
Kontrolle erfolgte mit pH-Fix-Indikatorstdbchen (Fischerbrand). Die weitere Be-
arbeitung und anschlielende PGE2-Bestimmung erfolgte analog zu der Unter-

suchung und Konzentrationsbestimmung der Serumproben.

2.2.3. Kontrollgruppen

Als Kontrollgruppe diente im Falle der Untersuchung des humanen Serums das
Serum der gesunden Probanden. Bei den Zellkulturversuchen dienten normale

Zellkultur (Fibroblasten) sowie reines Medium und fetales Kalberserum als Kon-

trolle. Obendrein erfolgte die Kalibrierung der Messung mittels Standardkurve.
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2.2.4. Statistik

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe der SPSSTM-Software v 9.0 (SPSS,
Chicago, lllinois) durchgefuhrt. Zur Analyse der Daten wurden der Kruskal-
Wallis-, der Wilcoxon- und Mann-Whitney-U-Test herangezogen. Eine Signifi-

kanz wurde bei einem p-Wert unter 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. PGE2

Spendern

-Serumspiegel bei Kopf-Hals-Tumorpatienten

und gesunden

Zu Beginn der Diagnostik war der PGE2-Serumspiegel bei Patienten mit Kopf-

Hals-Tumoren signifikant hoher als der PGE2-Serumspiegel der gesunden

Spender (p<0,001). Ein Jahr nach Behandlung war kein signifikanter Unter-

schied zwischen dem Serumspiegel der Patienten und der gesunden Spender

festzustellen (p>0,56). Die PGE2-Konzentration lag sogar unter der Konzentra-

tion der Kontrollgruppe (Abb. 4).

PGE2-Serumlevel Tumorpatienten vs. Kontrollgruppe
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Abbildung 4: Die Grafik zeigt unabhangig vom T-Stadium einen signifikant erhéhten PGE2-
Serumspiegel der Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen im Vergleich zu den gesunden Spen-

dern (p<0,001). Posttherapeutisch ist kein signifikanter Unterschied zu sehen (p>0,56).
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Gesamtmenge des Serum-PGE2
von T1-Stadien bis T4-Stadien abnahm. Zu Beginn der Diagnostik war der
PGEZ2-Spiegel von Patienten mit T1-Tumoren signifikant héher als bei Patienten
mit T2-, T3-, oder T4-Tumoren. Ebenso war der PGE2-Serumspiegel von Pati-
enten mit T2- und T3-Tumoren signifikant héher als bei Patienten mit T4-
Tumoren und der Kontrollgruppe (p<0,001). Der PGE2-Serumspiegel von Pati-
enten mit T4-Tumoren unterschied sich jedoch nicht signifikant im Vergleich zu
dem der Kontrollgruppe (p<0,34). Ein Jahr postoperativ konnte kein signifikan-
ter Unterschied zwischen den PGE2-Serumspiegeln der verschiedenen T-

Stadien des préatherapeutischen Befunds festgestellt werden (Abb. 5).

PGE2-Serumlevel T1-T4 und Kontrollgruppe
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Abbildung 5: Patienten mit T1-Tumoren zeigen einen signifikant erhdhten Serumspiegel im Ver-
gleich zu T2-, T3- und T4-Befunden (p<0,001). Die Gruppe der T4-Patienten unterschied sich
nicht signifikant von der Kontrollgruppe (p<0,34).
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Eine Gruppeneinteilung nach UICC-Stadien zeigt annahernd gleiche Ergebnis-
se (Abb. 6). Es zeigte sich eine signifikant hohere PGE2-Konzentration bei
Klasse-I-Tumoren im Vergleich zu Klasse II-, lll- oder IV-Befunden. Das Serum-
level von Patienten mit Stadium-IV-Tumoren zeigte keinen signifikanten Unter-

schied im Vergleich zu den Kontrollgruppen (p>0,06).

PGE2-Serumlevel UICC I-IV und Kontrollgruppe
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Abbildung 6: Unterteilung in UICC-Stadien: Patienten mit Tumoren des Stadiums | zeigen einen
signifikant erhéhten Serumspiegel im Vergleich zu ll-, IlI- und IV-Befunden (p<0,003).

26



3.2. PGE2-Sekretion von Plattenepithelkarzinomzelll  inien

10.000 Zellen von jeder Zelllinie wurden in einen mit Medium gefillten Glaskol-
ben gegeben. Nach 24, 72, 96 und 120 Stunden wurde das Medium gewechselt
und der PGE2-Gehalt des Uberstandes analysiert. Fibroblasten, reines Medium
und fetales Kalberserum dienten als Kontrollgruppen. Dabei zeigte sich, dass
zu Beginn der Proliferation sowie wahrend der exponentiellen Wachstumsphase
(nach 24 und 72 Stunden) die PGE2-Sekretion am groRten war. Am Ende
(nach 96 und 120 Stunden), sobald sich ein liickenloser Zellrasen gebildet hat-

te, war die PGE2-Sekretion am geringsten (Abb. 7).
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Abbildung 7: Die Grafik stellt die PGE2-Sekretion der Plattenepithelkarzinomzelllinien als Mit-
telwert in Abhangigkeit des Zeitpunkts der Bestimmung dar. Die Sekretion nimmt von 24-120 h
signifikant ab (p<0,001).
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Eine Einzeldarstellung der Plattenepithelkarzinomzelllinien zeigt Abb. 8.
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Abbildung 8: Die Grafik stellt die PGE2-Sekretion der Plattenepithelkarzinomzelllinien als Ein-
zelauflistung in Abhéngigkeit des Zeitpunkts der Bestimmung dar.
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Abbildung 9: Aufgrund der besseren Darstellung durch einen anderen Maf3stab wurden die
Kontrollgruppen nochmals einzeln grafisch dargestellt. Das Sekretionsprofil der Fibroblasten
zeigt eine signifikant niedrigere PGE2-Sekretion als die Karzinomzellkulturen (p<0,001). Wei-
terhin kann eine nur schwache Abnahme der Sekretion im Verlauf der Entnahmezeitpunkte
beobachtet werden. Das reine Medium und das fetale Kalberserum weisen keine Schwankun-
gen auf.

Im Unterschied zu den Plattenepithelkarzinomzelllinien zeigt die Kontrollgruppe
der Fibroblasten eine signifikant schwachere Sekretion sowie Sekretionsab-
nahme im Verlauf der vier Entnahmezeitpunkte (p<0,001). Die weiteren Kon-
trollgruppen, fetales Kalberserum und reines Medium, zeigten erwartungsge-

malf} keinerlei Schwankungen der PGE2-Konzentration (Abb. 9).
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4. Diskussion

Tumore im Kopf-Hals-Bereich stellen einen erheblichen Teil der Krebserkran-
kungen in Deutschland dar. Trotz grof3er Anstrengung, die bereits etablierten
und bewahrten Therapieprotokolle zu verbessern, sind die Uberlebensraten
nach erfolgter Therapie nicht zufriedenstellend. Eine genauere Betrachtung der
statistischen Daten zeigt, dass eine spate Diagnose mit entsprechend fortge-
schrittenem Tumorstadium eine wesentlich geringere Uberlebensrate zur Folge
hat als bei fruihem Diagnosezeitpunkt. Dies zeigt sich insbesondere bei statisti-
scher Betrachtung von Tumoren in topographisch bedingt schlecht einsehbaren
Regionen, wie zum Beispiel Hypopharynx. Solche Tumore werden meist erst
durch funktionelle Stérungen entdeckt. Ein Tumormarker, der erméglichen wur-
de, Tumoren im Kopf-Hals-Bereich durch Screening friihzeitig zu entdecken,

wirde die Therapieprognosen deutlich verbessern.

4.1. Ergebnisse dieser Arbeit und deren Bedeutung

Der starke Zusammenhang zwischen einer gesteigerten Expression von PGE2
und Kanzerogenese bietet nicht nur Mdglichkeiten neuer Therapien, sondern
legt die mogliche Verwendung von PGE2 als Tumormarker nahe. Die Untersu-
chung des PGE2-Serumlevels von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im
Kopf-Hals-Bereich zeigte eine signifikant hthere Konzentration vor allem im
Frihstadium (T1) der Karzinogenese, wahrend bei fortgeschrittenen Tumoren
die Sekretion deutlich geringer war und bei T4-Karzinomen keinen signifikanten
Unterschied im Vergleich zum Serumlevel gesunder Spender aufwies. Eine Un-
terteilung der Versuchspersonen in Gruppen nach UICC-Stadien zeigt den glei-
chen signifikanten Abfall der PGE2-Konzentration von Klasse-I-Befunden im
Vergleich zu Klasse Il-, llI- und IV-Tumoren. Die Ergebnisse der Zellkulturunter-
suchungen bestdtigen den umgekehrten Zusammenhang zwischen PGE2-
Sekretion und TumorgréfZe. Auch hier findet die massivste PGE2-Sekretion am
Anfang des Wachstums der Zellkolonien statt. Dies zeigt, dass die Uberproduk-
tion von PGE2 in der frihen Wachstumsphase von Malignomen eine zentrale
Rolle zu spielen scheint. Vor allem die Forderung der Neoangiogenese, Apop-
toseunterdriickung und Verstarkung der Proliferationsrate durch PGE2 stellen

ausschlaggebende Faktoren fir die Invasivitat und Aggressivitat des Wachs-
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tums dar. Die Messung des PGE2-Spiegels ein Jahr posttherapeutisch ergab
keinen signifikanten Unterschied zu der Kontrollgruppe. Die Serumkonzentrati-
on sank sogar unter das Niveau der Kontrollgruppe. Daraus erschlief3t sich die
Hypothese, dass ein derartiger Anstieg der PGE2-Serumkonzentration von der
Prasenz eines Tumors abhangig ist und PGE2 sich als Tumormarker von Kar-
zinomen im Frihstadien eignen kdnnte. Betrachtet man PGE2 als generellen
Tumormarker, so ist dies jedoch kritisch zu beurteilen. Interindividuelle, physio-
logische Schwankungen sowie erhohte PGE2-Serumkonzentration durch Ent-
ztuindungen schranken die Verwendung von PGE2 als Screeningparameter all-
gemein ein. PGE2 kdnnte sich jedoch als Screeningparameter in der postthera-
peutischen Nachsorge von Tumorpatienten eignen. Vor allem die signifikante
Reduktion der PGE2-Konzentration nach erfolgter Therapie konnte das Festle-
gen patientenbezogener Normalbereiche des PGE2-Serumlevels ermdglichen,
welche als Basis fir die Verwendung dieses Parameters zur Verlaufskontrolle in
der Nachsorge dient.

4.2. Zur Herkunft des PGE2 im Serum

Eine genaue Bestimmung der Herkunft des im Serum gemessenen PGE?2 stellt
sich als auf3erst schwierig dar. Frihere Studien von Snyderman et al. konnten
entgegen unseren Ergebnissen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
PGE2-Sekretion und dem Tumorstadium erkennen. Auch wurde ein Anstieg der
PGEZ2-Konzentration in Verbindung mit zweijahriger Rezidivfreiheit festgestellt.
Daraus wurde unter anderem auch geschlussfolgert, dass der Anstieg der Kon-
zentration des PGE2 mehr durch eine Immunantwort als durch Sekretion des
Tumorgewebes bedingt sei [46, 64, 65, 72, 73]. Im Gegensatz zu unseren Stu-
dien wurde von Snyderman et al. jedoch nicht die Serumkonzentration, sondern
die Gewebekonzentration bestimmt. Da bedingt durch die komplexen Wechsel-
wirkungen zwischen lokaler Immunreaktion und dem Stoffwechsel des Tumors
andere Bedingungen bestehen, sind diese Ergebnisse nicht mit den unseren
vergleichbar. Weiterhin ware die Bestimmung der Gewebekonzentration fur die
Diagnostik im Sinne eines Screenings wenig von Bedeutung, da sie mit der
Entnahme einer Gewebeprobe einhergeht und auch die Bestimmung einer
sinnvollen Entnahmestelle bei Patienten ohne Restbefund in der Nachsorge

nur unzureichend moglich ist. Unsere Untersuchungen der Zellkulturen unter-
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mauern obendrein den inversen Zusammenhang zwischen der Tumorgréfe
und der PGE2-Sekretion. Die Bedingungen in-vitro kdnnen zwar nicht den kom-
plizierten Vorgangen und Wechselspielen im lebenden Organismus gerecht
werden; die Versuche sind jedoch auch eine Bestatigung flir Tumorzelle als
Ursprung des im Serum gemessenen PGE2. Schuon et al. [63] konnten eben-
falls bei Messungen des intrazellularen PGE2-Gehalts von Tumorzellen und
Zellen des umgebenden Gewebes eine von den Tumorzellen ausgehende Bil-
dung von PGE2 bestéatigen. Weiterhin wurde festgestellt, dass das PGE2 der
Tumorzellen die Zellen des umgebenden Gewebes ihrerseits zur Produktion
von PGEZ2 stimulieren. Auch dies erhartet die These vom Tumorgewebe als
Quelle des erhohten PGE2-Serumspiegels und wirde die Abhangigkeit einer
hohen PGE2-Serumkonzentration vom Vorhandensein von Tumormassen bes-
tatigen. Eine vergleichende Studie zwischen PGE2-Serumkonzentration und
PGE2-Gewebekonzentration bei Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen ware hier

sinnvoll.

4.3. Verwendung der PGE2-Serumkonzentration als dia  gnostischer Parameter

Im Falle eines Rezidivs nach erfolgreicher Therapie ist insbesondere bei mo-
dernen organerhaltenden Therapieansatzen erneut der Zeitpunkt der Entde-
ckung im Rahmen einer regelmaRigen Nachkontrolle von herausragender Be-
deutung. Durch Screening mit Hilfe der Bestimmung der PGE2-Konzentration
konnten Rezidive durch den erneuten Anstieg des PGE2-Serumlevels Uber ei-
nen zuvor festgelegten individuellen Normalbereich frihzeitig erkannt und mit
entsprechenden Interventionen behandelt werden. Die signifikant niedrigere
PGE2-Konzentration nach erfolgreicher Therapie legt weiterhin nahe, die
PGE2-Serumkonzentration méglicherweise zur Verlaufskontrolle wahrend einer
Therapie und als Parameter fir deren Wirksamkeit heranziehen zu kénnen. Zur
Verifizierung des Nutzens der PGE2-Serumkonzentration als diagnostischer
Marker in der Tumortherapie und Nachsorge werden daher weitere klinische
Studien bendtigt. Zum einen ist es notwendig, die PGE2-Serumkonzentration
sowohl wahrend eines Therapieverlaufs zu analysieren als auch Daten Uber
einen langeren postoperativen Zeitraum zu sammeln. Gerade die Bestimmung
der Serumkonzentration von Patienten mit Rezidivdiagnosen ware wichtig, um

die zeitliche Korrelation zwischen einer Diagnosemadglichkeit durch Anstieg des
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PGEZ2-Serumspiegels und der Diagnose mittels konventioneller Inspektion
durch visuelle und bildgebende Verfahren zu untersuchen. Moglicherweise
konnten Tumorrezidive mittels PGE2-Bestimmung in noch friheren Stadien zu
erkennen sein als mit den derzeit aktuellen Befundungsprotokollen.

Auch ware es wichtig, das Probandengut auf Patienten, bei denen nur ein Teil-
erfolg oder Misserfolg erreicht wurde, sowie auf unterschiedliche Therapiepro-
tokolle auszudehnen, um somit das Gesamtverstandnis fur die Veranderungen
der PGEZ2-Serumkonzentration bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren zu

verbessern.

4.4. Bedeutung von PGEZ2 in der Pravention von Tum  orerkrankungen

Wie schon frihere Studien zeigten, kann nicht nur ein vorhandener Tumor zur
Uberexpression von PGE2 fiihren, sondern eine Uberexpression von PGE2
auch zum Entstehen von Malignomen beitragen. Eine genetisch bedingt hohe
PGEZ2-Expression kdnnte daher ein erhdhtes Risiko darstellen, an Tumoren zu
erkranken. Dies sollte zun&chst mittels statistischer Studien, welche die Anzahl
der Krebserkrankung selektierter Gruppen mit dem erwahnten Risikofaktor er-
mitteln, untersucht werden. Im Falle einer Bestatigung dieser Hypothese kdnnte
das PGE2-Serumlevel daher auch als einfach zu erhebender Screeningpara-
meter zum Identifizieren von Patienten mit einem derartigen Risikoprofil und
deren praventiver Uberwachung dienen. Bei der Beobachtung solcher Risiko-
patienten Uber einen langeren Zeitraum konnte ein massiver Anstieg der PGE2-
Konzentration einen Hinweis auf einen kanzerogenen Prozess darstellen und

weitere diagnostische Mal3hahmen einleiten.

4.5. Bedeutung von PGEZ2 in der Tumortherapie

Unabhangig von der Bedeutung des PGE2-Serumlevels in der Diagnostik bes-
tatigen unsere Ergebnisse die Bedeutung der COX-Hemmung in der Tumorthe-
rapie und Pravention. Die gesamte Kaskade der PGE2-Expression bis hin zu
den verschiedenen proneoplastischen Wirkmechanismen bietet somit Ansatz-
punkte zu neuen Therapiemdglichkeiten. Das Wissen um die Bedeutung von
PGE2 in der Kanzerogenese legt weiterhin prophylaktische Malinahmen, vor
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allem durch Hemmung der COX, nahe. Nicht zuletzt die hohe und kostengins-
tige Verfugbarkeit von COX-Hemmern machen derartige Protokolle auf3erst in-
teressant. Bezugnehmend auf das PGE2-Serumlevel als diagnostischer Para-
meter konnte dies wiederum zum Selektieren geeigneter Empfanger fur solche

Therapien dienen.
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5. Zusammenfassung

Malignome im Kopf-Hals-Bereich stellen einen betrachtlichen Teil der Krebs-
neuerkrankungen pro Jahr, insbesondere bei Mannern, dar. Die mittlere Finf-
Jahres-Uberlebensrate betragt 46-60 %. Die Therapieprognose ist dabei stark
vom Zeitpunkt der Diagnosestellung und dem entsprechendem T-Stadium ab-
hangig. Ein erhdhter PGE2-Serumspiegel konnte bereits sowohl im Tumortier-
modell als auch an betroffenen Patienten mit Malignomen nachgewiesen wer-
den. Aufgrund der vielfaltigen Einflussmdglichkeiten von PGE2 auf die Kanze-
rogenese kamen wir zu der Hypothese, dass PGE?2 fir ein aggressives und in-
vasives Tumorwachstum obligat ist. Wir untersuchten das PGE2-Serumlevel
von 100 Patienten mit Kopf-Hals-Malignomen und 40 gesunden Spendern. Zu-
satzlich verglichen wird die Ergebnisse mit den PGE2-Sekretionsprofilen von
sieben verschiedenen Plattenepithelkarzinomzelllinien und Fibroblasten. Unse-
re Untersuchungen zeigten einen statistisch signifikanten, inversen Zusammen-
hang zwischen Tumorstadium und PGE2-Serumspiegel. Auch die Zellkulturana-
lyse ergab einen inversen Zusammenhang zwischen PGE2-Sekretion und Proli-
ferationsphase. Weiterhin konnten wir eine signifikante Reduktion des Serumle-
vels nach erfolgter Therapie beobachten.

Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass ein erhhter PGE2-Serumspiegel einen
Indikator fur Kopf-Hals-Tumoren im Frihstadium darstellt. PGE2 kdnnte sich
somit als Tumormarker vor allem im Rahmen posttherapeutischer Nachsorge

und Rezidivdiagnostik eignen.
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6. Abklrzungsverzeichnis
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des T-Stadiums sowie Tumorstadiums nach UICC .............cooovviiiiiiiiinneeeenn. 15
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